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СН-ЗАН (6), сходная по происхождению 
с использованной в наших исследовани- 
ях ЕМН. Эта группа учёных доказала, что 
титр накопленного вируса в культуре СН- 
ЗАН в 100 раз выше, чем в культуре кле- 
ток печени эмбриона цыплёнка. 
Выводы 

Выделены два полевых изолята, отно- 
сящиеся к генетическим группам В (серо- 
тип 5) и 01 (серотип 8). Для выделения ис- 


пользовали перемежающиеся пассажи на 
куриных эмбрионах, культурах клеток пе- 
чени куриного эмбриона и ГМН. Установ- 
лено, что применение только куриных эм- 
брионов неэффективно для пассирова- 
ния полевых изолятов аденовируса птиц 1 
группы. Проведение заключительных пас- 
сажей на культурах клеток печени курино- 
го эмбриона и ГМН позволило выделить 
вышеперечисленные изоляты. 


РЕЗЮМЕ 

В результате проведённой работы были выделены два полевых изолята аденовирусов птиц 1 группы, 
относящиеся к генетическим группам В (серотип 5) и 01 (серотип 8). Для выделения использовали 
перемежающиеся пассажи на куриных эмбрионах, культурах клеток МН и печени куриного эмбри- 
она. Установлено, что применение только куриных эмбрионов не эффективно для пассирования по- 
левых изолятов аденовируса птиц 1 группы. Проведение заключительных пассажей на культурах кле- 
ток печени куриного эмбриона и ГМН позволило выделить вышеперечисленные изоляты. 


ЗОММАКУ 
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ОПРЕДЕЛЕНИЕ ГЕНОТИПИЧЕСКОЙ 
ПРИНАДЛЕЖНОСТИ ИЗОЛЯТОВ ВИРУСА 
НЬЮКАСЛСКОЙ БОЛЕЗНИ, ВЫЯВЛЕННЫХ 
НА ТЕРРИТОРИИ РОССИЙСКОЙ ФЕДЕРАЦИИ 


В 2006 ГОДУ 


Введение 

Ньюкаслская болезнь (НБ) относится 
к особо опасным болезням птиц. Возбуди- 
телем НБ является парамиксовирус птиц 
1 (АРМУ-1). АРМУ объединены в род 
Аушомтиу семейства Рататухомтаае [16]. 
Парамиксовирус голубей типа 1 (РРМУ-1) 
является антигенным и генетическим вари- 
антом АРМУ-1. РРМУ-1 представляет уг- 


розу для сельскохозяйственных птиц, пос- 
кольку может инфицировать и вызвать за- 
болевание домашних птиц [8]. Парамиксо- 
вирусы обладают одноцепочечным несег- 
ментированным РНК-геномом негатив- 
ной полярности, состоящим более чем из 
15 000 нуклеотидов. Геном ВНБ содержит 
6 генов в порядке 3’-МР-Р-М-Е-НМ-Г-5° ко- 
торые кодируют 6 главных полипептидов 
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(нуклеопротеин, фосфопротеин, матрикс- 
ный белок, белок слияния, гемагглютинин- 
нейраминидазу и РНК-зависимую РНК-по- 
лимеразу, соответственно) [15]. 

По молекулярно-биологическим свойс- 
твам первичная структура сайта расщепле- 
ния белка Е, является одним из основных 
критериев оценки вирулентности штам- 
мов вируса НБ. Известны аминокислотные 
последовательности сайта расщепления 
белка Е‹, характерные для вирулентных и 
авирулентных штаммов ВНБ (112В/К-В- 
О-К/В-В-Е117 - структура, характеризую- 
щая вирулентные штаммы, 112С/Е-К/В-О- 
С/Е-В-Г117 - структура, характеризующая 
авирулентные штаммы) [18, 24]. 

Быстрое обнаружение и оценка ви- 
рулентности ВНБ являются решающи- 
ми факторами для купирования вспышек 
и минимизации ущерба от них. В настоя- 
щее время для диагностики НБ успешно 
используется метод индикации вируса на 
основе обратной транскрипции-полиме- 
разной цепной реакции (ОТ-ПЦР), а для 
идентификации - нуклеотидное секвени- 
рование и сравнительный анализ последо- 
вательностей. Анализ нуклеотидных пос- 
ледовательностей позволяет дифферен- 
цировать антигенно сходные вирусы, хо- 
тя и не идентичные генетически, создавая 
возможность получения важных эпидеми- 
ологических данных о происхождении то- 
го или иного изолята ВНБ [5]. Нуклеотид- 
ное секвенирование продуктов ОТ-ППР и 
филогенетический анализ были исполь- 
зованы рядом авторов для оценки генети- 
ческих различий и генотипов ВНБ [7, 9, 12, 
19, 21, 23]. В исследованиях по предвари- 
тельной характеристике ВНБ с помощью 
рестрикционного анализа было определе- 
но восемь генотипов (с Тпо УПТ), а внутри 
них с помощью нуклеотидного секвениро- 
вания и несколько подгрупп [1, 10, 11,13, 17, 
20, 21, 22, 25]. Предполагается, что исполь- 
зование этого набора данных позволит 
очень быстро и точно группировать виру- 
сы и делать заключения о происхождении 
вспышек ВНБ [2]. 

В настоящем исследовании получены 
нуклеотидные последовательности для 18 
изолятов ВНБ, выявленных на территории 
Российской Федерации в 2006 г Был про- 
анализирован фрагмент длиной 200 нук- 
леотидов гена Е белка слияния, который 
включает область, кодирующую сайт ак- 
тивирующего расщепления предшествен- 
ника белка Е, как носителя одной из глав- 
ных детерминант вирулентности ВНБ. 

Целью данной работы было достиже- 


ние лучшего понимания филогенетичес- 

ких отношений между изучаемыми изоля- 

тами и уже известными вирусами АРМУ-1. 
Материалы и методы 

Изоляты. В ФГУ «Федеральный центр 
охраны здоровья животных», (г Влади- 
мир) поступал на исследование патологи- 
ческий материал от диких, синантропных и 
домашних птиц из приусадебных хозяйств 
различных регионов Российской Федера- 
ции. Все пробы исследовали с использова- 
нием ОТ-ПЦР на наличие генома ВНБ и 
гриппа птиц. Список исследованных изоля- 
тов и некоторые их характеристики приве- 
дены в табл. 2. 

Выделение суммарной РНК проводили, 
используя универсальный набор реактивов 
для пробоподготовки («Биоком», Москва) 
в соответствии с инструкцией к набору. 

Синтез кДНК. Синтез первой цепи 
комплементарной ДНК на вирусной РНК 
проводили с использованием РНК-зависи- 
мой ДНК-полимеразы вируса миелоблас- 
тоза птиц («Рготеза», США). Для реак- 
ции обратной транскрипции 10 мкл раство- 
ра суммарной РНК добавляли в реакцион- 
ную смесь, содержащую 2 мкл 10 мМ аМТР 
4 мкл 5х ревертазного буфера, 1 мкл 10 
мкМ вирусспецифичного прямого прайме- 
ра п4у-111-1244 (табл. 1), 0,25 мкл фермента 
и воду до конечного объёма 20 мкл, пере- 
мешивали и инкубировали при 42° С в те- 
чение 30 мин. После инкубации инактиви- 
ровали фермент при 95° С 3 мин. и быстро 
охлаждали смесь. 

Амплификация кДНК. ПЦР проводили 
в программируемом амплификаторе РТС- 
100 МиуСучег («МТ ВезеатсЬ шс», США). 
В пробирку объемом 0,5 мл вносили 4 мкл 
раствора кДНК и 21 мкл реакционной сме- 
си, содержащей по 1 мкл 10 мкМ прайме- 
ров пау-Ё11-1244 и паЕ-11-757т, фланкирую- 
щих область в Е гене (табл. 1); 1 мкл 10 мм 
АМТР; 2,5 мкл 10х буфера для ПЦР; 2,5 мкл 
25 мм М2С12; 0,25 мкл 500 ед.Таа ДНК-по- 
лимеразы («Рготега», США), воду до ко- 
нечного объема 25 мкл, сверху наслаива- 
ли 25 мкл минерального масла. Проводили 
амплификацию при следующем режиме: 
95° С - 5 мин., 35 циклов 94° С - 0,5 мин., 
52° С - 0,5 мин.., 72° С-1 мин. 

Индикация гена Е Появление и накоп- 
ление в результате реакции фрагмента 
ДНК длиной 633 пары нуклеотидов свиде- 
тельствует о наличии в исследуемом мате- 
риале вируса НБ. Для повышения чувстви- 
тельности реакции, при отсутствии вирус- 
специфической полосы после первой ПЦР 
использовали «гнездовой» вариант ППР с 
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Таблица 1 


Структура праймеров, использованных для амплификации фрагментов гена Е 


№ | Краткое обозначение Структура олигонуклеотида 
1 пау_Н_ 1244 5’- АТГ-ОТ(А/С)-СТА-АСА-ССА-САТ-АА-3? 
2 пау_И1_ 757 5’- ТСА-ТТС-ТТС-ССТ-А(Т/С)А-ССТ-АА -3? 
3 пау_И_189{ 5- ААС-ТТС-СТС-СС(А/С)-ААТ-АТС-СС -3? 
4 пау_И1_ 54 5’- ТТ(А/б)-АСА-АА(Т/С)-ТСС-ТОС-АТС-ТТ-3? 
Таблица 2 
Изоляты ВНБ, выявленные на территории Российской Федерации 2006 г. 
Характеристика изолята 
ыы Место выделения | вид птицы название сайт рас | генотип 
щепления 
1 Московская обл. голубь РИВи$/Мо$со\/0207/06 КВККВЕ | 4а(У1/2) 
2 Московская обл. голубь РИВи$/Мозсо\/810/06 КВОККЕ | 4а(У1/2) 
3 | Нижегородская обл. голубь РИВиз$/№7Впу_МоУ20го4/0206/06 | КВОКВЕ | 4а(УТЬ/2) 
4 РСО-Алания! ворона Сто\/Ви5/А!аша/0167/06 ВВОККЕ | 4а(У1а) 
5 | Владимирская обл. голубь РИВаз/МЛа4йпн/ 772/06 ВВОККЕ | 465(У15) 
6 РСО-Алания о МЕх/Ви/А1ап!а/0156/06 ВВККВЕ | 46(У1Ь) 
7 РСО-Алания о МЕх/Ви5/А1ап!а/0164/06 ВВЕКВЕ | 46(\У1Ь) 
8 РСО-Алания голубь РИВчз/А!аща/0161/06 ВВОККЕ | 54(УПа) 
9 | Владимирская обл. курица СК/Ви$/УМ1а@ии1/0707/06 ВВОККЕ | 54(УПа) 


1 - Республика Северная Осетия (Алания) 


парой внутренних праймеров пау-111-189Ё и 
па{-111-541г (табл. 1), позволяющих ампли- 
фицировать фрагменты кДНК размером 
352 п. н. (15-25 циклов). 

Секвенирование кДНК. Продукты 
ПЦР очищали с помощью набора реакти- 
вов «\тагАТМ РСК Ртерз ОМА РинйсаНоп 
Ки» («Ртотега», США). Нуклеотидную 
последовательность фрагмента Е гена оп- 
ределяли методом прямого секвенирова- 
ния амплифицированных фрагментов с 
помощью набора «то! ОМА Зедиепсше 
Зу$ет» («Рготега», США). 

Анализ нуклеотидных и соответс- 
твующих им аминокислотных последо- 
вательностей проводили, используя па- 
кет прикладных программ В1оЕАй, версия 
7.0.5.3. Выравнивание осуществляли с по- 
мощью программы Сшза!\. Для сравне- 
ния использовали нуклеотидные последо- 
вательности вируса ньюкаслской болезни, 
опубликованные в базе данных СепВапкК. 
Дендрограмма получена методом МТ по 
фрагменту гена Е (220-441) длиной 200 н. 

Результаты и обсуждение 

Методом ОТ-ППР в 9 пробах выявлен 
геном вируса НБ. Определены первичные 
структуры фрагмента гена Е кодирующего 
сайт расщепления белка Ру. Соответствую- 
щие аминокислотные последовательнос- 
ти представлены в табл. 2. Изучение ами- 


нокислотных последовательностей 9 изо- 
лятов вируса НБ показало, что у всех изо- 
лятов в структуре сайта расщепления при- 
сутствовали две пары основных аминокис- 
лотных остатков, что дает возможность 
отнести эти изоляты к вирулентным. Из 9 
вирулентных изолятов 4 имели последова- 
тельность '2ВВОКВ-Е!7, два - '?КВОКВ- 
Е'7, один-'?ВВВКК-Е'7,один-'2ВВККБ- 
Е!7, один - "КВККВ-Е"”, 

Филогенетический анализ с исполь- 
зованием последовательностей, опубли- 
кованных в СепВапКк, позволил провес- 
ти генотипирование изученных изоля- 
тов (рис.). Филогенетическое дерево да- 
ет возможность визуально оценить от- 
ношения между различными группами 
вирусов. Генотипы на рисунке и в тексте 
приведены по Е.\\. А!9оц$ и др. [2] (араб- 
ские цифры) и В. ГошисА и др. [21], и /. 
Негстес и др. [25] (римские цифры). Бы- 
ло показано, что 9 изолятов ВНБ, выяв- 
ленных на территории Российской Феде- 
рации в 2006 г, относились к двум геноти- 
пам, а именно 4(УТ), 5(УП). 

Два изолята ВНБ были классифи- 
цированы в подгруппу 54(УПЯ) геноти- 
па 5(УП). Тенотип 5(УП) является преоб- 
ладающим генотипом, ответственным за 
вспышки НБ с конца прошлого столетия 
по всему миру [17]. Ближайшие к груп- 
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46 (МБ) 
РИКиз/Ма4т!!/7 72/06 
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Тикеу 1995-99 


45 


4с 


4а (МЫ) 4а 
РИВи$/Мозсои/0207/06 49 
РИВи®/Мвпу-№оудогоа/0206706 да (Ма) 
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Аиз{па 2000, Сгоава 1995-2002 


56 
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59 (М9) 
РИКи5/А!ат!а/0161/06 
Ск/ВизЛЛаати/0707/06 
ЦАЕ 1999, Спта 2001-2005 


56 5 59 


0.1 


Рис. Филограмма, демонстрирующая положение выявленных изолятов по отношению к существу- 
ющим генотипам ВНБ (классификация и референтные последовательности взяты из работы Е.У\\. 
Аоц$ и др. (2)). Филограмма получена методом №] по фрагменту гена Е (220-441) длиной 202 н. 


пе российских изолятов были выделены 
в 1999 гв Объединенных Арабских Эми- 
ратах и Китае в 2001-2005 гг (АУТ75632, 
АУ175684, АУ175685, АЕЗ78260, 20198292, 
20439940, 20485230) [17]. Интересно от- 
метить, что российские изоляты 2006 го- 
да, относящиеся к подгруппе 54(УПа), бы- 
ли выявлены как у домашних птиц из при- 
усадебных хозяйств (куры), так и у синан- 
тропных птиц (голубь). 

Три изолята (РИВиз/МУаанти/772/06, 
Мх/Ва5/А1ащуа/0156/06, — М1х/Ва5/А1аш- 
уа/0164/06), выявленные у голубей и в сме- 
шанных пробах, относятся к подгруппе 
46 (УТЬ) генотипа 4(УГ). Основу этой под- 
группы формируют голубиные парамик- 
совирусы типа 1 (РРМУ-1), вызвавшие 
продолжающуюся с начала 1980-х гг. пан- 
зоотию среди голубей и птиц других ви- 
дов [4, 8, 14]. Ближайшими родственниками 
этой группы изолятов являются изоляты, 
выделенные в 1995-1999 гг. в Турции, Ита- 


лии, Германии, Ирландии и Великобрита- 
нии и отнесенные к подгруппе поздних ев- 
ропейских изолятов РРМУ-1 [3]. 

Другую группу того же генотипа 
4(УГ) представляют 3 изолята (Р/Вл5з/ 
Мозсо\м/0207/06, Р/Ви$/Мозсо\/810/06, 
РИВи$/М17Впу_Моу2ого4/0206/06), выде- 
ленные от голубей в центральных облас- 
тях России. По филогенетической при- 
надлежности эти изоляты относились к 
группе, в которую также входит изолят, 
выделенный от голубя в Австрии в 2000 г. 
(АУ\471789) [3], и несколько изолятов, вы- 
деленных от голубей и горлиц с 1995 по 
2002 гг в Хорватии (АУ150144, АУ150162, 
АУ150163, АУ150165) [22]. По своим серо- 
логическим характеристикам (характер 
связывания с панелью моноклональных 
антител) [2, 3, 6] изолят из Австрии при- 
надлежал к группе Р к которой принад- 
лежат лишь изоляты РРМУ-1 подгруппы 
46 (УТЬ). Изоляты из Хорватии не относи- 
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лись к группе Р по характеру связывания 
моноклональных антител [22]. Е.\М. АЧои$ 
и др. [3] отнесли изолят из Австрии к под- 
группе 4а, а О. О]уаи и др. [22] хорватские 
изоляты - к особой подгруппе УТЬ/2. Та- 
ким образом, генетическая линия, состо- 
ящая из изолята АУ\У471789, изолятов из 
Хорватии и вновь выявленных российс- 
ких изолятов, по-видимому, представляет 
собой особую подгруппу генотипа 4(УТ) 
ВНБ, адаптированных, как и панзооти- 
ческий подтип 46(УТЬ) к голубям и отлич- 
ный от последнего как в филогенетичес- 
ком, так, скорее всего, и в серологичес- 
ком отношении (по характеру связывания 
с панелью моноклональных антител). По 
нашему мнению, выявление новой линии 
ВНЬ, адаптированной к отдельному виду 
или группе видов птиц, а также его фило- 
генетические отношения с панзоотичес- 
ким голубиным подтипом 46(УТЬ) пред- 
ставляет большой интерес в плане изуче- 
ния биологии ВНБ. 

Также к генотипу 4, но совершенно дру- 


РЕЗЮМЕ 


гой подгруппе 4а(УТа), относится изолят 
от вороны Сто\/Ваз/А1ащуа/0167/06. Бли- 
жайшим его соседом по филогенетическо- 
му дереву является изолят, выделенный в 
1996 г. в Объединенных Арабских Эмира- 
тах от сокола (АУ175738). Последний изо- 
лят по серологическим свойствам отлича- 
ется от голубиных вирусов [2, 3, 6]. 
Выводы 

Вирусы НБ, выявленные на территории 
Российской Федерации, обладают высоким 
генетическим разнообразием, они принад- 
лежат четырем подгруппам двух геноти- 
пов 4а(У\УТа), 4а(УТЬ/2), 46(УТЬ), 54(УПа). 
Почти каждая генетическая подгруппа ви- 
русов имеет широкое географическое рас- 
пространение на территории России: в цен- 
тральной части России, на Северном Кав- 
казе. Следует отметить, что разнообразен 
и видовой состав птиц, от которых выяв- 
лен вирус. Распространение ВНБ среди си- 
нантропных птиц (голуби, вороны, галки) 
представляет серьезную опасность для до- 
машних птиц. 


Проведен генетический анализ 9 изолятов вируса ньюкаслской болезни (ВНБ), выявленных у до- 
машних и синантропных птиц из разных регионов Российской Федерации в 2006 г. Использовали 
ПЦР с последующим секвенированием и сравнительным анализом нуклеотидных последователь- 
ностей главной функциональной области гена Е. Последовательность сайта расщепления Е/Е2 всех 
изолятов была типичной для вирулентных парамиксовирусов птиц серотипа 1. Сайт расщепления 
КИЕ2 большинства изолятов имел последовательность ''2ВВОКВЕГУ, также встречались последо- 
вательности '2?КВОКВЕ!”, 12ВВВКВЕ!У, 12ВВККВЕ!”, '2КВККВЕ!7, С использованием последо- 
вательностей фрагментов гена Е длиной 200 н. исследованных изолятов и референтных штаммов 
ВНБ, полученных из СепВапк, построили филогенетическое дерево. Филогенетический анализ по- 
казал, что все вновь охарактеризованные изоляты относятся к четырем подгруппам двух генотипов: 
4а(УТа), 4а(УТЬ/2), 46 (УТЬ), 54(УПа). 


5ЗОММАКУ 

ТВе ргепейс апа!уз5 оЁ 18 150]а{е5 оЁ МеуусазИе @5еазе уши (МОУ), деесе4 ш рошёгу ап@ зупапгор- 
1с г а5 пот аегепЕ гезоп$ оЁ Фе Виззап ЕедегаНоп ш 2006, ууаз сопаисеа. Тве РСВ ууНВ Ше 5иБ5е- 
ип! зедиепсшо апд сошрагабуе апа|у$5 об пифеоНае зедиепсе$ оЁ Фе тат йшсбопа! ге?1оп оЁЕ зепе 
уаз изед. Тре зечиепсе оЁ Ше ЕЕ? (еауаде 5Це оЁ а 1501аез ууа Гурса! Гог утщепЕ ауйап рагатухо- 
унисе5-1. Тве ЕЕ? с<еауасе 5Це 0Ё п105ё оЁ Ше 150]1абе5 Ва@ Фе 5едиепсе оЁ 12ВВОКВЕГ?, а5 ууеП а5 Ше 
ГоПоууте 5едиепсез: '2КВОКВЕГ”, "2ВВВКВЕ!”, 12ВВККВЕ!?, 12КВККВЕГ. ТВе рву огепейс ее 
уа$ Гогтед изшо Фе 5едиепсе$ оЁЕ 2епе йгазтеп{ 0200 пифеойде$ оЁ Ше зшаеа 150] афе5 апа геЁегепсе 
МОУ баш оашед бош СепВапк. ТВе рвуюрепейс апа!уз5 зпоууей а аЙ пеуу свагаценхе4 150- 
1ае5 Беопзеа то Гоиг зибэтопрз оЁ {0 зепогурез: 4а(УТа), 4а(УТ/2), 46 (УТ), 5а(УПа). 
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«МНОГОСЛОЙНЫЙ» МЕТОД КУЛЬТИВИРОВАНИЯ 
ВИРУСА ГЕРПЕСА ИНДЕЕК 


Введение 

Технология изготовления вакцин про- 
тив болезни Марека (БМ) [2, 5, 8] основа- 
на на культивировании вируса в клеточном 
монослое. С этой целью используют пер- 
вично трипсинизированную культуру кле- 
ток куриных фибробластов (КФ) СПФ-эм- 
брионов кур [1,3, 6], которую выращивают 
на плоскостенных матрасах или роллер- 
ных сосудах различных емкостей. 

В связи с тем, что вирус болезни Маре- 
ка является клеточно-ассоциированным, 
основная задача технологов состоит в по- 
лучении наибольшего количества вирус- 
содержащих клеток. При этом важно под- 
черкнуть, что распространение возбудите- 
ля в живых тканях в основном происходит 
путем перемещения его через мембраны 


контактирующих клеток [1,4,7]. 

Целью настоящей работы являлось ис- 
следование возможности культивирова- 
ния вируса в клеточном полислое («много- 
слойный» метод), что в результате может 
существенно повысить эффективность 
технологии изготовления вакцины. 

Материалы и методы 

Вирусный материал. В работе исполь- 
зовали штамм «Владимир» вируса герпеса 
индеек (ВГИ) с инфекционной активнос- 
тью 1,2х10° ФОЕ/смз. 

Культура клеток. Для культивирования 
вируса и определения его инфекционной 
активности использовали первично трип- 
синизированную культуру клеток КФ, ко- 
торую получали из 11-дневных эмбрионов 
СПФ-кур (фирма «Ну-Уас», США). Трип- 
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